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(54) OpUscher F^stphasenblosensor auf Basis von Streptavldin und BioHn 

(57) Ein neuer optischer Festphasenbiosensor 
basierend auf den FOrster-Energietransfer zwichen 
einem Fluoreszenzfarbstoff F1 und F2, beispielsuveise 
in Form eines Teststreifens, besteht aus 



a) eInem transparenten Trager, 

b) einer daraufliegenden Multischicht aus Polyanio- 
nen und Polykatlonen, die als oberste Schicht bioti- 
nyliertes Polylysinhydrobromid enthatt, 

c) einer Abdeckung der obersten ionischen Schicht 
dutch Streptavldin, welches an die biotinylierte 
Schicht gebunden wird und 

d) weiteren biotinylierten Biomolekulen als Rezep- 
toren, 

wobei der Fluoreszenzfarbstoff F1 an das Streptavldin 
Oder an weltere Blomolekule gebunden sein kann. 

Der Analyt ist mit dem Farbstoff F2 ausgerustet 
Oder konpetitlert mit einem mit F2 ausgerusteteten und 
an den Biosensor gebundenen Analyten. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrifft einen optischen Biosensor zur Detektion von gelOsten MolekQIen (im fotgenden 
Analyten genannt), die sich mit einem Fluoreszenzfarbstoff markieren lassen und fur die ein diese spezifisch erkennen- 

s des BiomotekOI (im folgenden Rezeptor genannt) existiert. Es handelt sich hierbel urn einen Festphasensensor mit 
Fluoreszenzferbstoff. der Qber einen EnergietransferprozeB auf ein zu detektierendes. mit einem zweiten Fluoreszenz- 
farbstoff markiertes Molekul die Bestimmung von dessen Anwesenhe'rt und Menge erlaubt. Uber eine Verdrdngungs- 
oder eine Sandwich-Reaktion ist die Bestimmung auch von unmarkierten Analyten mOgllch. 

Es gibt verschiedene Methoden, Analyten, wie Hormone, Enzyme, andere Proteine, Kbhienhydrate. NuMeinsdu- 

10 ren, pharmakologische Wirkstoffe, Toxine und andere, in flQssigen Proben biologischen Ursprungs nachzuweisen. 
Unter den bekannten Methoden ragen speziell Immunoassays und damit verwandte Verfahren als eine empfindliche 
Nachweismethode zur Bestimmung sehr Meiner Mengen organischer Substanzen heraus. Immunoassay-Methoden 
beruhen allgemein auf der Fdhlgkeit eines Rezeptormotekuls. beispielsweise eines AntikOrpers, die Struktur und mole- 
kulare Organisation eines LigandenmolekOls, sei sie durch unpolare und/oder polare Wechselwlrkungen def iniert. spe- 

75 zif isch zu erkennen und dieses Molekul auf derartige Weise ganz spezifisch zu binden. 

Immunoassays werden mit verschiedenen Methoden durchgefuhrt. Dazu zdhlen der Einsatz verschiedener Mar- 
kierungstechhiken, die oft auf eine Quantif izierung des Analyten mittels radioaktiver, enzymgekoppelter und f luoreszie- 
render Marker abzielen (E. R Ulman, P. L. Khanna. Methods in Enzymology, 74 (1981) 28-60). Als Sonderfall der 
letztgenannten Methode kann der strahlungslose Ruoreszenz-Energietransfer (FOrster-Energietransfer Oder Resonan- 

20 ter Energietransfer, RET) betrachtet werden, mit dem die relative geometrische Position zweier Fluoreszenzfarbstoffe 
vermessen werden kann, sofern der gegenseitige Abstand hochstens wenige nm betrdgt. Damit kann daher die unmit- 
telbare Wechselwlrkung eines Rezeptor/Ligand-Paaresdirekt nachgewiesen werden (L Stryer, Annual Reviews in Bio- 
chemistry 4Z (1978) 819-846). In der Technik der Immunoassays und der Biosensorik hat dieses Prinzip mehrfach 
Enwahnung gefunden (S. M. Barnard, D. R. Watt. Science 25L 927 (1991). EP 150 905, DE 3938598). 

25 Daruber hinaus betrifft die vorliegende Erf indung die Immobillsierung von BiomolekQIen in molekular dunnen, wohl- 
geordneten Schichtstrukturen, diefQr einen optischen Biosensor mit dem FOrster-Energietransfer als Detektionsprinzip 
besonders geeignet sind. Die Immobillsierung von Rezeptoren an eine Festphase ist fOr Biosensoren von entscheiden- 
der Bedeutung. Nach derzeitlger Technik werden Proteine meist adsorptiv uber ionische Oder hydrophobe Wechselwlr- 
kungen an Oberf Idchen gebunden Oder sie werden Qber kovalente Bindungen unter Verwendung von Hilfsreagenzien 

30 angekoppelt. Als ein mlttlenAreile klassisch zu nennendes Beispiel fur letztere Vorgehensweise sei die Aktivierung von 
Glas durch S-Aminopropyl-triethoxysilan und die anschlieBende BIndung von Protein mit Glutardialdehyd unter Reduk- 
tion der entstehenden Schiff-Base durch Natriumborhydrid zu nennen. Einen Oberblick Qber bei Immunoassays 
benutzte Verfahren findet man beispielsweise in R TIjssen, "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", S. 297- 
328 (Elsevier, Amsterdam 1987). Fur biotechnologische Verfahren sind daneben Einkapselungsverfahren fur Enzyme 

3S In permeablen Polymeren Oder Membranen gebrduchlich. 

Wahrend die adsorptiv arbeitenden Verfahren den Nachteil der mangelnden Stabilitat der Proteinimmobilisierung 
besitzen, erfordert die kovalente Anblndung mit Kopplungs- Oder Aklivlerungsreagenzien oft eine relativ hohe Anzahl 
von ProzeRschritten, die Venwendung von hochreinen, teilweise instabilen Reagenzien oder die Anwendung von 
Umsetzungsbedingungen, unter denen nicht alle Proteine stabil sind. Die moisten gdngigen Immobilisierungstechniken 

40 haben das Problem gemeinsam, daB die Rezeptoren nicht reglospezif isch gebunden werden, soda8 die fOr Folgereak- 
tionen wichtigen Molekulteile bei einem hohen Prozentsatz der Rezeptoren sterisch blockiert sind. Auch ist der Wir- 
kungsgrad der Proteinimmobilisierung oft mangelhaft, entweder durch Proteindenaturierung oder durch eine zu 
geringe Belegung der Oberfldche mit Proteinen. Weiterhin sind einige Aklivlerungsreagenzien zur Quervernetzung 
fdhig, wodurch sich schlecht definierte Oberf Idchen ergeben. Die Reproduzierbarkeit der Immobillsierung wird damit 

45 ebenfalls sehr schlecht. FQr die Quantif izierung der Analyten-Kbnzentration mittels FOrster-Energietransfer wirkt sich 
dabei ungunstig aus. daB der Abstand zwischen Energie-Donor und -Akzeptor je nach lokaier OberflSchenbeschaffen- 
heit irregular variiert, was generell eine Erhdhung der systembedingten MeBungenauigkeit mit sich bringt. 

Eine MOglichkeit, die oben genannten systembedingten Probleme zu lOsen ist es. den Trdger mit molekular wohl- 
defihierten Filmen zu beschlchten. Dies kann dadurch geschehen, daB der Trdger mit einem dOnnen filmbildenden 

so Copolymer Qberzogen wird, welches neben strukturbikienden EInheiten Comonomere mit Reaktivgruppen in der Sel- 
tenkette enthait, welche zur kovalenten BIndung des zu immobilisierenden Proteins in der Lage sind, wie z.B. in DE 43 
19 037 beschrieben. Nachteilig bei diesem Verfahren Ist. daB die Anzahl der Reaktivgruppen in der Regel beschrankt 
ist durch den begrenzten Anteil der Reaktivmonomere im Polymer. Die Belegungsdichte der Rezeptoren auf der Ober- 
f lache ist dadurch oftmals zu gering. 

55 Ein weiterer Nachteil be! der Konzeption von Biosensoren ist die oft unspezif ische Wechselwlrkung von Proteinen 
mit der Festphasenoberf lache. Diese fOhrt zur Adsorption mittels hydrophober oder lonischer Interaktionen, ist uner- 
wunscht, fQhrt zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen und zur Verringerung der MeBgenauigkeit. 

Die Erfindung betrifft einen optischen Festphasenbiosensor mit BiomolekQIen als Rezeptoren zur spezrfischen 
Erkennung von Analyten unter Ausnutzung des FOrster-Energietransfers zwischen zwei Ruoreszenzfarbstoffen F1 und 
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F2, bestehend aus 

a) einem transparenten Trdger. 

5 b) einer darauf liegenden Multischicht, die abwechselnd aus Polyanionen und Polykationen besteht und als oberste 
Schicht Bin biotinyliertes Polykation enthdlt wobei der Grad der Biotinylierung 20-80 Mol-%, bevorzugt 30-70 Mot- 
%, besonders bevorzugt 40-60 MoI-%, bezogen auf die Zahl der Aquivalente kationischer Gruppen, betrfigt, 

c) einer Abdeckung der csbersten biotinylierten kationischen Schicht durch Streptavidin, welches an diese biotiny- 
10 lierte Schicht gebunden wird, 

d) welteren biotinylierten BiomolekQIen als Rezeptoren, bevorzugt AntikOrpern, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
F2 markierte Analyten binden kOnnen, wobei der Fluoreszenzfarbstoff F1 an die polyionischen Basisschichten, an 
das Streptavidin oder an die wetteren AntikOrper bindenden BiomolekQIe Oder an die AntikOrper gebunden sein 

IS kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind an die unter c) beschriebene Schicht biotinylierte Rezeptoren gebun- 
den, die ihrerseits AntikOrper durch eine spezifische Erkennungsreaktion immobilisieren kdnnen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demnach die Immobilisierung von BiomolekQIen, insbesondere von 

20 Rezeptoren oder AntikOrpern. an eine Festphase. wobei die Immobilisierung dauerhafter und gerichteter Natur ist und 
eine hohe Belegungsdichte der Oberlldche mit dem Rezeptor erreicht wird. Die Detektion der Bindung des Analyten 
eriblgt durch FOrster-Energietransfer und ist durch eine molekular wohldef inierte gegense'rtige Anordnung von Energie- 
Donor und -Akzeptor reproduzierbar und in ihrer Konzentrationsabhdngigkeit regular. Die Oberfldche wird gleichzeitig 
gegen unspezifische Adsorption von Proteinen passiviert. In der vorliegenden Erfindung wird demnach diesen Anfbr- 

25 derungen nachgekommen und warden die oben angefuhrten ProWeme gelOst durch die Immobilisierung organischer 
und biologischer Kbmponenten in molekular wohldefinierten Schichten unter Ven^vendung des natOrlichen Systems 
Biotin/Streptavidin. Streptavidin ist ein Protein mit vier Bindungsstellen fdr Blotin (Vitamin H). Es kann deshalb als 
Matrix fur die Ankopplung blotinylierter BiomolekQIe dienen. Da die Bindungskonstante von Biotin mit Streptavidin 
10^^ betrdgt. ist die Bindung von Biotin an Streptavidin nahezu irreversibel. 

30 Die Erfindung ist vor allem gekennzeichnet durch die Venvendung von Polykationen und Polyanionen zum Aufbau 
der Multischicht. 

Realisiert wird diese Erfindung durch die Belegung eines transparenten festen Trdgers. in der Regel Floatglas oder 
Quarzglas Oder organische Polymere wie z.B. Polyester. Polycarbonat oder Polyethylenterephthalat oder andere trans- 
parente. nichtfluoreszierende FestkOrper, mit einer Multischicht mittelsder Self -Assembly-(SA-}Technik durch konseku- 

3S tive Physisorption von anionischen und kationischen Polymeren. Dies Verfahren ist in EP 472 990 ausfOhrtich 
beschrieben. In der vorliegenden Erfindung wird als letzte Schicht der Multischicht ein Polykation, welches an Amino- 
gruppen biotinyliert ist, physisorbiert. Die Biotinylierung der Polykationen erfolgt mit Biotin-N-Hydroxysuccinimidester 
Oder anderen reaktiven Estern zu 20-80 Mol-%. bevorzugt zu 30-70 Mol-%. besonders bevorzugt zu 40-60 Mol-%, 
bezogen auf die Zahl der Aquivalente kationischer Gruppen, gem&6 dem in EP-A 0 472 990 beschriebenen Verfahren. 

40 Polykationen, die fOr die Erfindung geeignet sind. sind beispielsfveise Polylysin. Polyallylamin, Polyvinylamin, Poly-(4- 
vinylpyridin), Polyacrylamid. Polymethacrylamid, Polyarginin, Polyasparagin, Polyglutamin. Polyethylenimin und Copo- 
lymere der zugrundeliegenden Monomere. bevorzugt Polylysin und Polyallylamin. Diese Polykationen. bei denen bei- 
spielsweise N-Atome als Ammoniumgruppen vorliegen. die 2 oder 3 H-Atome tragen, kOnnen als Gegenionen 
beispielsweisetragen: HalogenkJ, wie Chlorid oder Bromid, Sutfat. Hydrogensulfat. Nitrat, Nitrit. Caibonat, Hydrogen- 

45 cart)onat, Phosphat, Hydrogenphosphat, aliphatische Carbonsdureanionen. wie Formiat, Acetat, Trifluoracetat, Trichlo- 
racetat. Als biotinylierbare Polykationen kommen erfindungsgemSB in Frage: Polylysin, Polyarginin. Polyglutamin. 
Polyasparagin. Polyacrylamid, Polymethacrylamid. Polyallylamin und Copolymere der zugrundeliegenden Monomere, 
bevorzugt Polylysin und Polyallylamin. Polyanionen sind beispielsweise Polyslyrolsulfbnat (PSS), Polyaaylsflure. Poly- 
methacrylsaure. Poly-(2-acrylamido-2-methyl-1-propansulfonsaure). Poiyvinylsulfonsflure. Polyvinylsulfat. Dextransul- 

50 fat. Cellulosesulfet und Copolymere der zugrundeliegenden Monomere. bevorzugt Polystyrolsulfonat. Gegenkationen 
in den Polyanionen sind beispielsweise H*. Na*. K+. NH4*, bevorzugt Na* oder K+. Der Anteil der biotinylierten Katio- 
naquivalente kann uber die StOchometrie den gewQnschten Erfordernissen angepa8t warden. Durch die Inkubation mit 
Streptavidin wird an die biotinylierte Polymerschicht Streptavidin gebunden. Die Oberf Idche ist dann nahezu vollstdndig 
und, wie Ruoreszenzexperimente zeigen, IQckenlos mit Streptavidin belegt. Ein solches System weist die oben gefbr- 

55 derten Anforderungen und Vorteile fOr einen Biosensor auf. Zum einen wird die Biosensoroberf lache durch eine mOg- 
lichst dichte Bedeckung mit dem Protein Streptavidin gegen unspezifische Wechselwirkungen abgeschirmt und zum 
anderen eine universale Bindungsmatrix fQr eine Funktionalisierung der FestkOrper-Grenzfiache zur Verwendung als 
Biosensor zur VerfOgung gestellt. Durch die Markierung des Proteins Streptavidin mit einem Fluoreszenzferbstoff F1 (z. 
B. mit Fluorescein-isothiocyanat), welche dem Fachmann hinianglich bekannt ist, wird der Donorfarbstoff fQr den FOr- 
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ster-Energietransfer zur VerfQgung gestellt 

Nach der Immobilisierung des Streptavldins an die biotinylierte Polymeroberfiache. dient nun das Streptavidin mit 
seinen noch nicht belegten Bindungsstellen als Matrix fOr die Anbindung von weiteren biotinylierten Biomolekulen als 
Rezeptoren. insbesondere fOr die Anbindung von AntikOrpem. Mehrere bevorzugte Varlanten zur Anbindung von Anti- 

5 kOrpern sind mOglich. So ist eine Ausfuhrungsfbrm der vorliegenden Erfindung die der Ankopplung von biotinylierten 
Protein A Oder biotlnyliertem Protein Q an die Streptavidinmatrix. Die Biotinylierung von Protein A mittels N-Hydroxy- 
sucdnimid Oder Qber andere reaktive Ester ist leicht mdglich und dem Fachmann geiaufig. Protein A ist ein Protein aus 
der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus aureus. Es ist in der Lage, Immunglobuline vom Typ IgG spezifisch an 
deren Fc-Teit zu binden. Diese Methode hat zudem den Vortell der regiospezifischen Immobilisierung von AntikOrpern. 

10 Der Fab-Teil der AntikOrper k)lelbt f rei. Eine Verminderung von immunologischer Aktivltat durch BlocWerung der Antigen- 
bindungsstelle erfolgt nicht. Alternativ zur Bindung von F1 an das Streptavidin kann F1 auch an die soeben beschrie- 
benen weiteren BiomolekQIe gebunden werden; die Bindung an das Streptavidin ist jedoch bevorzugt. 

Optische Feslphasenbiosensaen dieser Art kOnnen beispielsweise in Form von Teststreifen eingesetzt werden. 
Eine andere AusfOhrungslbrm des Immunosensors beinhaltet die Anbindung von biotinylierten AntikOrpem an die 

IS Streptavidinmatrix. Hierbei sind wiederum zwei erfindungsmSBige Ausfuhrungen denkbar, Zum einen kann die Biotiny- 
. lierung der AntikOrper mittels Biotin-N-Hydroxysuccinimid Oder Qber andere reaktive Ester erfolgen. Eine solche dem 
Fachmann wohlbekannte Form der Biotinylierung von AntikOrpern hat den Nachteil, daB die Biotinylierung nicht regio- 
spezif isch erfolgt. Ein Teil der IgG-MolekuIe wird auch an oder nahe der Antigenbindungsstelle biotinyliert. so daB eine 
sterische Blockierung derselben erfolgt und die immunologische Aktlvitdt der AntikOrper und damit die Sensitivitdt des 

20 Sensors abnimmt. In einer anderen erfindungsmaBigen AusfOhrungsform benutzt man Biotinderivate mit Hydrazidre- 
aktivgruppen, die mit oxidierten AntikOrpern reagieren. Bei der Oxidation der AntikOrper werden die sich am F^-Teil der 
IgGs befindlichen Kbhienhydrate in einer dem Fachmann bekannten Reaktion gespalten (Glykolspaltung) und Alde- 
hyde erzeugt. Diese reagieren mit den Hydrazidgruppen der Biotinderivate unter Ausbildung von Hydrazonen. Die Bio- 
tingruppen sind dadurch regiospezrfisch an den Fc-Teil der AntikOrper angebunden. Die biotinylierten AntikOrper 

25 werden an die Streptavidinmatrix gekoppett und vervollstdndigen die Teststreifenoberflache des Immunosensors, ohne 
daB eine Kbpplung Qber biotinyliertes Protein A notwendig wird. 

Der Teststreifen ist nun in der Lage. den mit einem geeigneten Akzeptorfarbstoff F2 (z. B. Rhodamin-isolhiocyanat) 
versehenen Analyten durch Wechselwirkung des Rezeptors, insbesondere des AntikOrpers. mit dem Analyten zu 
erkennen und zu quantif izieren. Der Nachweis des Analyten erfolgt durch einfaches Inkontaktbringen des beschichte- 

30 ten Tragers mit der LOsung, in der ein MolekOI als Analyt vermutet wind (ProbenlOsung) und anschlieBender Fluores- 
zenzmessung. Es wird die Fluoreszenz des Donor- (F1) und des Akzeptorfarbstoffs (F2) gemessen. Befindet sich in der 
TestflQsslgkeft (ProbenlOsung) ein mit dem Akzeptorfarbstoff F2 marWerter Analyt. so wird nach dessen spezifischer 
Bindung an die immobilisierten AntikOrper aufgrund des FOrster-Energietransfers die Intensitat der Akzeptorfluores- 
zenz zunehmen und die des Donors gegenuber dem ungebundenen Zustand abnehmen. Soil alternativ unmarklerter 

35 Analyt Qber eine Verdrdngungsreaktion bestimmt werden, so wird der Teststreifen zuerst mit einem akzeptormarkierten 
Analog des betreffenden Analyten aquilibriert. In diesem Zustand ubenA^iegt dann die AkzeptorTluoreszenz von F2 die 
Donorf luoreszenz von F1 . Kommt anschlieBend unmarklerter Analyt aus der Testflussigkeit mit dem aquilibrierten Test- 
streifen in Kontakt, so wird nach der Verdrdngungsreaktion der FOrster-Energietransfer unterbrochen sein. so daB eine 
Zunahme der DonorTluoreszenz von F1 und eine Abnahme der Akzeptorfluoreszenz von F2 die Bindung des unmar- 

40 kierten Analyten signalisiert. In beiden Fallen hdngt die Veranderung von Akzeptor- und Donorf luoreszenz rn eindeuti- 
ger Weise mit der Konzentration des Analyten zusammen. Der FOrster-Energietransfer IdBt sich in Qblichen 
Fluoreszenzspektrometern, aber auch in speziell ausgelegten Geraten fur einen Energietransfer-lmmunosensor. mes- 
sen. Mittels geeigneter Kalibrationskurven laBt sich dann die Konzentration des Analyten in der AnalysenflQssigkeit 
ermitteln. In einer weiteren AusfQhrungsform wird einer AnalysenlOsung, in der der zu detektierende Analyt vermutet 

45 wird. ein niit dem Ruoreszenzfarbstoff F2 markiertes. spezifisch bindendes Molekul in bekannter Menge zugesetzt, 
welches bei Vorhandensein das zu detektierenden Analyten mit diesem urn die Bindung an der obersten Schicht des 
Biosensor kompetitiert. Die Konzentration des zu detektierenden Analyten wird sodann durch die Abhangigkeit der 
Fluoreszenzintensitaten von F2 bzw. von F1 Oder dem Verhaitnis der beiden Intensltaten gemessen. 

Eine andere erfindungsmaBige AusfQhrungsform des Immunosensors beinhaltet die Anbindung des Donorfarbstof- 

50 fes F1 an den Rezeptor, bevorzugt den AntikOrper. vorzugsweise Qber Hydrazkireaktivgruppen an oxidierte AntikOrper 
in der oben beschriebenen Form. Bei dieser AusfQhrungsform wird die Effizienz des FOrster-Energietransfers durch 
eine Ven^ingerung des durchschnittlichen Abstandes zwischen Donor(FI)- und Akzeptor(F2)-Fart>stoff gesteigert. was 
zu einer ErhOhung der Sensltivitat des Testverfahrens genutzt werden kann. 
Die Erfindung wird durch die folgenden Abblldungen naher eriautert: 

55 Figur 1 zeigt schematisch. und in etwa maBstabsgerecht, den Multischichtaufbau der Teststreifen fQr den FOrster- 
Energietransffer-lmmunosensor (oben), sowie das Detektionsprinzip (unten). 

Figur 1: Schematischer Aufbau und Funktion des Immonunosensors. Die molekularen Kbrrponenten sind in etwa 
maBstablich gezeichnet. Der Trdger I ist viel dicker als dargestelR. 
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Oben: Teststreifen. bestehend aus transparentem Trdger I (z.B. Glas). einer Polyelektrolyt-Muitischicht II (zur Ver- 
einfachung der Abbildung ist nur die letzte biotinylierte Schicht gezeigt). einer Schicht mit F1 fluoreszenz- 
marWerten Streptavidins III, einer Schicht biotinyliertem Protein A IV und dem darauf Immobilisierten 
AntikOrper V. 

Unten: Nach Benelzung mrt Testf tOssigkeit hdngt die Welleniange der beobachteten Fluoreszenz nach Anregung 
des an Streptavidin gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffs F1 davon ab. ob direkte Emission vorliegt (punk- 
tierter Reil) Oder ob die Anregungsenergle nach Energietransfer (RET » gestrichetter Pfeil) auf den nnar- 
klerten Analyten rotverschoben emittiert wind (durchgezogener Pfeil). Das Verhaitnis von rotverschobener 
zu direkter Emissionsintensitat ist in eindeutiger Weise abhdngig von der Anzahl gebundener Analytmole- 
kOle pro Fiacheneinheit. 

Figur 2 zeigt ROntgen-Reflektogramme der Schichtstruktur in verschiedenen Stadien der Prdparation. 

FiQur 2 : ROntgen-Reflektogramme der Schichtstruktur (Tragermaterial : Silizlum) in verschiedenen Stadien der 
Preparation. Die verschiedenen Datensdtze wurden urn jeweils einen Faktor 100 gegeneinander verscho- 
ben. Die Kurven zelgen von unten nach oben zundchst die Polyelektrolyt-Muitischicht. dann dieselbe, 
belegt mit Streptavidin. anschlieBend noch belegt mit biotinyliertem Protein A und zum Schlu3 versehen 
mit AntikOrper IgG. Auf der Abszisse ist der Impulstransfer Qx in A*^ und auf der Ordinate die ROntgen- 
Intensitat I aufgetragen. 

Die Messung zeigt fOr das vorllegende Beispiel, daB die Oberf lache mrt einer in den verschiedenen Prdparations- 
schritten regular gewachsenen Grenzf lachenschicht organischen Materials belegt Ist und In jedem Schritt die Prapara- 
tion molekular glatt blelbt. Dies bedeutet insbesondere. daB die Oberfiachenfunktionalisierung nicht zur Belegung der 
Feslphasengrenzfiache mit lateral inhomogenen Strukturen fOhrt, d.h. eine TrOpfchenbildungfindet selbst auf der Lan- 
genskala von Nanometern nicht statt. 

Rgur 3 zeigt die Ergebnisse von ELISA-Messungen an Sensoroberf lachen, die analog zu dem in Figur 1 angedeu- 
teten und in Figur 2 nnittels ROntgenref lektivitatsmessungen protokolliertem Verfahren hergestellt wurden. 

Fipur 3 : Titration verschiedener Sensoroberfiachen mit Antigen. Die spezifische Bindung wurde mittets ELISA 
nachgewiesen. Einem Sensor, der nach der hier beschriebenen Technik praparlert wurde (schwarze 
Karos). ist ein Praparat gegenObergestellt. bei dem IgG elektrostatisch an eIne PSS-Schicht adsorblert 
wurde (weiBe Karos). Auf der Abszisse ist die Antigenkonzentration c^q in mol/l und auf der Ordinate die 
optische Dichte A bei X s 414 nm angegeben. 

Figur 4 zeigt die Ergebnisse einer Biosensor-Messung an einer Probe, die wie die in Figur 3 beschriebene Probe 

hergestellt wurde. 

Figur 4 : Titration einer Sensoroberfiache mit Antigen (schwarze Karos). Die spezifische Bindung wurde mittels 
Energietransfer nachgewiesen. Das Antigen lag in ca. 2facher VerdOnnung im KulturQberstand vor. Kon- 
trolle (welBe Karos): Antigenadsorption an Teststreifen, der nur bis zur Streptavldinschlcht aufgebaut war 
(ohne Protein A und Rezeptorschicht). Die Abszisse zeigt die Kbnzentration Caq im KulturQberstand in 
mol/l. Die Ordinate zeigt das Intensitatsverhaitnis der Fluoreszenzen der Fluoreszenzfarbstoffe F1 und F2 
bei 577 und 530 nm. 

Belspieie: 

1. Verwendete Chemikalien 

Polymere: Polystyrolsulfonat. Natriumsalz (PSS). MW = 70.000, Aldrich 

Polyallylamin-hydrochlorid (PAH), MW = 50.000-^0.000, Aldrich 
Polyethylenimin (PEI), MW =50.000, 50%ige LOsung in H2O, Aldrich 
Poly-L-Lysin-hydrobromkJ (PL), MW < 50.000, BachenrhBiochemica 

Das PSS wurde in wassriger LOsung in einem Dialyseschlauch VISKING27/32 der Rrma Roth zwei Tage gegen 
Reinstwasser dialysiert und anschlieBend gefrlergetrocknet. 

Protelne: Streptavidin. Boehringer-Mannheim 
Protein A, Pharmacia 
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Kaninchen IgG. polyclonal, Spezifitat: Anti Maus IgG, 
Immunol. Institut Univ. Mainz 
Bovine Serum Albumin (BSA), Sigma 



Antlgene: Maus-lgQ, monoclonal. Kulturuberstand, Immunol. Institut Univ. Mainz 

Horseradlsh-Peroxidase-(HPO0 gekoppeltes Maus-lgG. affinitatsgereinigt. Jackson Immuno-Rese- 
arch Laboratories. Dianova. USA 



Ruorophore: Rhodamln-B-lsothiocyanat (RITC), Sigma 

Fluorescein-lsothiocyanat Isomer I (FITC), Sigma 

Die Markierung des Streptavidin betrug durchschnittlich 1.4 FITC pro Protein-MolekQI und die des Maus-lgG 
durchschnlttlich 3 RITC pro Protein-MolekQI. 



Biotlnaktivester: Biotinamidocaproyl-N-Hydroxysucclnimidester, Sigma 

Zur Biotinylierung von Protein A wurden der Akttvester und das Protein in einem molekularen Verhdltnis von 12:1 
eingewogen. 



Detergens: Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat (TWEEN-20). Sigma 

PBS-Puffer: Natriumdihydrogenphosphat. Monohydrat, p.a., Merck 
Dinatriumhydrogenphosphat, p.a., Merck 
Natriumchlorid. p.a., Merck 

CItrat-Puffer: Dinatriumhydrogenphosphat, p.a., Merck 
Zitronensduremonohydrat, Sigma 
KaliuoKhlorid, p.a., Merck 
Magnesiumchlorid, Hexahydrat, p.a.. Merck 

ABT5: 2,2'-Azino-Bis(3-Ethyl-Benzthiazolin)-Sul1bnsaure, Sigma 

Glassubstrat: (38*12) mm^ groBe und (1—1,2) mm dicke Objekltrflger. Fa. Gebr. Rettberg GmbH. 

2. Tragerreinigung 

Die Tragerreinigung erfdgte entsprechend einer Standardprozedur (W. Kern. D. A. Puotinen, RCA Review. 31 
(1970), 187) 



3. Tragerprdparation 



Alle LOsungen wurden mit destilllertem Wasser angesetzt. Die wasserbenetzten Trager wurden fOr 30 Minuten in 
PEI-Ldsung (verdunnt auf 2.2 mg/ml) eingestellt und anschlieBend dreimal fQr jeweils ca. 30 Sekunden in 10 ml Wasser 
gewaschen und anschlieBend in einem schwachen Stickstoffstrom trocken geblasen. AnschlieBend wurde die Probe 
fOr ca. 20 Minuten in eine PSS-LOsung (20 mg PSS in 10 ml einer 2 M NaCI-LOsung) gestelK und wie oben beschrieben 
gewaschen und getrocknet. Der Trager wurde fOr weitere 20 Minuten in eine PAH-LOsung (20 mg PAH in 10 ml 2 M 
NaCI-LOsung) eingestellt und wieder gewaschen und getrocknet. Wie oben beschrieben wurden eine weitere PSS-. 
eine PAH- und wiederum eine PSS-Schicht an den Trager adsorbiert Zur Funktionalisierung mit Biotin wurde der Tra- 
ger in eine LOsung von biotinyliertem Polylysln-hydrobromid (PLB) (5 mg/10 ml in 0,4 M NaCI) fOr 20 Minuten eingestellt 
und danach wieder gewaschen und getrocknet. Die beschichteten Trager wurden bis zur Venvendung bei einer Tem- 
peratur von 4'' C aufbewahrt. 



4. Aufbau der Protein-HeteromuHischlcriten: 



PLB-beschichtete Trager wurden fOr ca. 30 Minuten in eine FITC-StreptavidinlOsung (10"^ mol/l FITC-Streptavidin 
In 10 mM PBS-Puffer. pH=7.2, 150 mM NaCI) gestellt, dreimal mit 10 ml Wasser gewaschen und anschlieBend fOr wei- 
tere 40 Minuten in eine LOsung von biotinyliertem Protein A (5*1 0*^ mol/l, PBS-Puffer wie oben) eingestellt und dreimal 
mit dem reinen PBS-Puffer gewaschen. Auf Trocknungsschritte zwischen den einzelnen Proteinbeschichtungen wurde 
verzichtet. Der mit Protein A beschichtete Trager wurde fOr 40 Minuten in eine Kaninchen IgG-LOsung (Spezif itat: Anti- 
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Maus IgG, 5«1 0'^ mol/l, PBS-Puffer wie oben) gestellt und dreimal mit dem reinen Puffer gewaschen. Bis zum Anbinden 
des Antigens wurde der Trdger in P6S*Puffer aufbewahrt. 

Figur 2 zeigt ROntgen-Reflektogramme. die bei der Preparation eines Teststreifens (Trdgermaterial Sllizium) zwi- 
schen den verschiedenen Adsorptionsschritten gemessen wurden (trockene Probe). DIese Ergebnisse belegen, da3 

5 sich beim AdsorptionsprozeB eine koharente, auf molekularer Ldngenskala gleiclimdBige Schichtstruktur ausbildet, 
daB die Schichtdickeninkremente jeweils den niolekularen DImensionen der Absorbentien errtsprechen und daB die 
Oberf lache nach jedem Adsorptionsschritt molekular glatt bleibt. Eine Ausnahme bildet die terminate AntikOrperschicht, 
die wegen der elongierten MolekQKbrm des AntikOrpers und der regioselektiven Bindung durch Protein A einen hohen 
Anteil von wdssrigem Puffer enthdlt. Diese Schicht kollabiert beim TrocknungsprozeB wdhrend der Messung und 

10 erscheint danach wesentlich dOnner als dies die molekularen Dimensionen enivarten lessen. Die experimentellen 
Daten aus Figur 2 sind in Tabelle 1 quantitativ ausgewertet. 



Tabelle 1 



Molekulare Dimensionen der aktiven Grenzf lachenschicht des Immunosersors 


Beschichtungsschritte 


Schichtdick- 
eninkrement (A) 


Oberfiachenrauhigkeit 
org. Grenzfiache/Luft (A) 


6 molekulare Polyelektrolytschichten (ink!. PLB) 


203 


6 


Streptavidinschicht auf Polyelektrolytfilm/PLB 


56 


11 


Biotinyliertes Protein A auf Streptavidinschicht 


7 


11 


Kaninchen IgG (Anti-Maus) auf Protein A 


13 


17 



5. Inkubation mit Antigen, einschileBiich Kontroiien 
30 a. ELiSA-Messungen 

Proben wurden, wie oben beschrieben, auf Sillzium prapariert. In PBS-Puffer mit 0,1% TWEEN-20 wurden 10 
mg/m! BSA gelOst. Diese Proteinidsung wurde fur ELISA-Messungen zur Herstellung einer Verdunnungsreihe des 
HPO-markierten Antigens (Maus-lgG-HPO) verwendet, dessen Kbnzentration zwischen 10''*^ und 10'^ mol/l betrug. 

35 Nach Inkubation mit dem Antigen wurden die Proben in Citrat-Puffer mit 3 g/l ABTS und 0.0075 % H2O2 entwickelt und 
vermessen. Figur 3 zeigt ein reprdsentatives Ergebnis fur ein Prdparat, das nach der hier vorgestellten Technologie 
hergestellt wurde. Dem gegenubergestellt ist die Titration eines Prdparats. bei dem IgG lediglich elektrostatisch an eine 
Silizium-Grenzfiache adsorbiert wurde. die mit einer molekular dOnnen Schicht von PSS bedeckt vi/ar. Deutiich wird in 
der Abbildung die hOhere Empfindlichkert, bessere Linearitat und geringere unspezif ische Adsorption sichtbar, die das 

40 nach der neuen Technik hergestellte Prdparat auszeichnen. 

b. Ruoreszenz-Messungen 

Proben wurden, wie oben beschrteben, auf Floatgiasprfipariert. In PBS-Puffer wurden 10 mgMil BSAgelOst. Diese 
45 ProteinlOsung wurde zur Herstellung einer VerdQnnungsreihe des RITC-marklerten Antigens venwendet. In dieser Ver- 
dunnungsreihe betrug die Konzentration des Antigens zwischen 2,5*10"^ und 5*10*^ mol/l. Die TrSger wurden ca. 40 
Minuten in die LOsung einer bestimmten Antigenkonzentration eingesteitt und anschlieBend 5 mal ca. 1 Minute in einem 
mit 0.1% TWEEN-20 versetzten PBS-Puffer (Puffer-Zusammensetzung wie oben) gewaschen. Die Trdger wurden im 
Stickstoffstrom trockengeblasen und bis zum Vermessen in Dunkelheit bei 4®C aufbewahrt. 
50 Zur Quantif izierung der unspezif ischen Wechselwirkung des Antigens mit dem Sut)strat wurden Trdger in der glei- 
chen Sequenz bis einschlieBlich zur Streptavidinschicht (aber ohne Protein A- und IgG-Schichten) beschichtet und fOr 
ca. 40 Minuten in jeweils eine antigenhaltige LOsung der Verdunnungsreihe gestellt und, wie oben beschrieben, gewa- 
schen und getrodmet. 

Die Proben- und Referenztrdger wurden sowohl in einem herkOmmlichen Fluoreszenzspektrometer als auch 
55 einem speziell ausgelegten Gerdt zur Messung des Fluoreszenzenergietransfer im trockenen Zustand vermessen. 
Figur 4 zeigt reprdsentative Ergebnisse. 



7 



EP0 762 122A1 



PatentansprQche 

1. Optischer Festphasenbiosensor mtt Biomolekulen ais Rezeptoren zur spezlfischen Erkennung von Analyten unter 
Ausnutzung des FOrster-Energietransfers zwischen zwei Fluoreszenzfarbstoffen F1 und F2, bestehend aus 

a) einemtransparenten Trdger, 

b) einer daraufliegenden Multischicht. die abwechseind aus Polyanionen und Polykationen besteht und als 
oberste Schicht ein biotinyliertes Polykation enthait. wobei der Grad der Biotinytierung 20-80 Mol-%, bevorzugt 
30>70 Mol-%. besondera bevorzugt 40-60 Mol-%. bezogen auf die Zahl der Aquivalente kationtscher Gruppen. 
betrdgt, 

c) einer Abdeckung der obersten biotinylierten katlonischen Schicht durch Streptavidin, welches an diese bto- 
tinylierte Schicht gebunden wird, 

d) weiteren biotinylierten Biomolekulen als Rezeptoren, bevorzugt AntikOrpern, die mit einem Fluoreszenzfarb- 
stoff F2 markierte Analyten binden kOnnen, wobei der FluoreszenzfartDStoff F1 an die polyionischen Basis- 
schichten, an das Streptavidin Oder an die weiteren AntikOrper bindenden BiomolekQIe Oder an die AntikOrper 
gebunden sein kann. 

2. Optischer Biosensor gemdB Anspruch 1. in dem der Donor-Farbstoff F1 an Streptavidin gebunden ist. 

3. Optischer Biosensor gemaB Anspruch 1 oder 2. bei dem Rezeptoren, bevorzugt die AntikOrper. uber biolinylierte 
Blomolekule. die selbst keine AntikOrper sind. insbesondere Qber Protein A oder Protein G, an die Streptavidin- 
Schicht gebunden sind. 

4. Optischer Biosensor gemdS Anspruch 1 oder 2. bei dem Rezeptoren, bevorzugt AntikOrper, die biotinyliert sind. an 
die Streptavidin-Schicht gebunden sind. 

5. Optischer Biosensor gemdB Anspruch 1 -4, In dem das Analytmolekul ein anderes mit dem Fluaeszenzlarbstoff F2 
markiertes. an die oberste Schicht gebundenes MolekQI, das nicht der Analyt ist, von der obersten Schicht ver- 
drdngt und die Konzentration des schlleBlich gebundenen AnalytmolekQIs in Abhangigkelt von der Abnahme der 
Fluoreszenzlntensitat von F2 bzw. der Zunahme der Fluoreszenzlntensitdt von F1 oder der Anderung des Verhdit- 
nisses von beiden Intensitdten gemessen wird. 

6. Optischer Biosensor gemaB Anspruch 1 -4, in dem das Analytmolekul mit einem mit dem Fluoreszenzferbstoff F2 
marWerten, spezrflsch bindendes Molekul, das nicht der Analyt ist und welches der AnalysenlOsung in bekannter 
Menge zugesetzt wird. urn die Bindung an die oberste Schicht des Biosensors kompetitiert, und die Konzentration 
des Analyten in Abhangigkeit von der Fluoreszenzintensitdt von F2 bzw. von F1 Oder dem Verhditnis der beiden 
Intensltaten gemessen wird. 

7. Optischer Biosensor gemdB Anspruch 1 -6, in dem als Mgermaterial Floatglas, Quarzglas, Polyester. Pdyetiiylen- 
terephthalat Oder Polycarbonat oder andere transparente. nichtf iuoreszierende Festf^rper eingesetzt werden. 
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Fig.1 
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